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奶牛 外 周 血 树 突 状 细胞 体外 诱导 培养 与 鉴定 


Dr 


8 HU BEH 隋 雁 南 ADV db» 赵 国 琦 * 


(扬州 大 学 动物 科学 与 技术 学 院 ， 扬 州 225009) 


摘 要 :通过 粒 - 巨 噬 细 胞 集落 刺激 因子 (GM-CSF) 和 白细胞 介 素 -4(L-4) 体 外 诱导 外 周 血 单 核 


细胞 为 树 突 状 细胞 ， 为 利用 树 突 状 细胞 免疫 疗法 治疗 奶牛 乳房 炎 莫 定 基础 和 提供 细胞 模型 。 


利用 淋巴 细胞 分 离 液 分 离 获得 奶牛 外 周 血 单 核 细 胞 ， 在 6 孔 板 内 培养 2h 后 ， 弃 掉 含有 大 量 


的 工 细胞 和 B 细胞 上 清 液 ， 贴 壁 的 基本 上 是 单 核 细胞 ， 磷 酸 盐 绥 冲 液 清洗 5 次 ， 加 入 含有 


GM-CSF 4i IL-4 的 2 mL 培养 基 进 行 3d 诱导 。 之后, 从 培养 基 顶 部 小 心 吸 弃 1.4 mL 的 培养 


基 ， 然 后 再 补 加 含有 GM-CSF fll IL-4 的 1.8 mL 培养 基 继 续 诱 导 3 d。 每 天 通过 显微镜 观察 


细胞 形态 。 第 7 天 经 流 式 检测 细胞 表面 抗原 CD1l1lc、CD14、 主要 组 织 相 容 性 复合 体 I CMHC 


II). CD40, CD80. CD86 的 表达 。 结 果 表 明 : 1) 第 2 天 ， 一 些 细胞 表面 可 以 生长 出 刺 突 并 


伴随 着 伪 足 的 生长 。 第 3 天 ， 细 胞 表面 的 刺 突 和 伪 足 越 来 越 多 。 第 4、5 天 ， 一 些 带 有 刺 突 


和 伪 足 的 细胞 开始 聚集 和 融合 。 第 6 天 ， 单 核 细 胞 基本 被 诱导 为 树 突 状 细胞 ， 细 胞 表面 含有 


大 量 清晰 可 见 的 刺 突 和 伪 足 。2) 经 流 式 检 测 ，CD14、CD1llc、MHC I 了 I 阳性 表达 细胞 分 别 占 


诱导 细胞 的 6.8%、65.0%、75.9%，CD80 和 CD86 阳性 表达 细胞 分 别 占 诱导 细胞 的 2.096 


1.2%。 综 上 所 述 ， 采 用 奶牛 外 周 血 单 核 细胞 经 体外 诱导 能 够 获得 一 定 纯度 的 奶牛 树 突 状 细 


胞 。 
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近年 来 有 关 树 突 状 细胞 的 表 型 、 功 能 及 细胞 免疫 疗法 等 方面 的 研究 已 成 为 热点 山 。 细胞 


免疫 疗法 主要 通过 对 疾病 动物 进行 静脉 采血 , 然后 在 体外 获得 的 外 周 血 单 核 细 胞 , 经 过 特定 


培养 条 件 下 定向 诱导 为 树 突 状 细胞 , 被 诱导 的 细胞 与 病原 菌 或 抗原 共 孵 育 ， 最 后 经 过 静脉 注 


射 至 动物 体内 所 。 奶 牛乳 房 炎 是 奶牛 最 重要 的 疾病 之 一 ， 直 接 导 致 产 奶 量 下 降 ， 甚 至 淘汰 ， 


这 给 畜牧 业经 济 带 来 严重 的 损失 申 。 因此， 利用 未 成 熟 的 树 突 状 细胞 治疗 奶牛 乳房 炎 具 有 重 


要 意义 , 然而, 如 何在 体外 获得 一 定 纯 度 的 未 成 熟 树 突 状 细胞 阻碍 了 利用 细胞 免疫 疗法 治疗 


乳房 炎 的 发 展 。 同时 , 动物 外 周 血 的 未 成 熟 树 突 状 细胞 数量 极其 少 , 仅仅 只 有 外 周 血 单 核 细 


胞 的 1%， 因 此 ， 如 果 直 接 从 外 周 血 分 选 未 成 熟 的 树 突 状 


ANS 


胞 是 不 可 行 的 。 动 物体 内 的 大 部 


分 的 前 体 细胞 是 单 核 细胞 ， 在 一 定 条 件 下 能 够 定向 分 化 为 所 需要 的 目的 细胞 。 因 此 ， 本 试验 


通过 体外 获得 单 核 细 胞 ， 再 经 过 粒 - 巨 唉 细胞 集落 刺激 因子 (GM-CSP) 和 白细胞 介 素 -4(L-4) 


细胞 因子 诱导 ， 以 期 获得 未 成 熟 的 奶牛 树 突 状 细胞 。 同 时 ， 奶 牛 营养 与 免疫 的 关系 能 够 得 到 


很 好 的 阐明 。 人 和 动物 体内 有 很 多 抗原 呈 递 细胞 ， 如 单 核 细 胞 、 巨 噬 细 胞 和 树 突 状 细胞 。 其 


中 , 树 突 状 细胞 是 人 体内 功能 最 强 的 抗原 递 呈 细胞 。 树 突 状 细胞 分 化 成 熟 过 程 中 具有 未 成 熟 


与 成 熟 2 个 阶段 内。Werling 等 加 在 体外 通过 外 周 血 获得 了 奶牛 树 突 状 细胞 ,并 利用 此 细胞 来 


俘获 和 吸收 牛 呼吸 道 合 胞 体 病 毒 ， 结 果 表 明 奶 牛 树 突 状 细胞 能 够 加 工 和 处 理 这 种 病毒 。 


Schreiner 等 四 通过 树 突 状 细胞 、T 细胞 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 调节 肽 共 培 养 ， 发 现 黄色 葡萄 球菌 


调节 肽 能 够 加 强 树 突 状 细胞 和 T 细胞 功能 并 调节 初始 型 T 细胞 的 功能 。Guermonprez 等 中 


树 突 状 细胞 与 症 原 忠 共 培养 ,诱导 了 细胞 的 激活 ， 尤 其 是 CDS 杀伤 性 T 细胞 的 激活 ， 能 够 


抑制 症 原 虫 的 增殖 。 本 试验 旨 在 体外 诱导 外 周 血 单 核 细 胞 为 未 成 熟 的 树 突 状 细胞 并 观察 细胞 


形态 变化 和 鉴定 其 表面 分 子 的 丰富 度 , 同时 利用 未 成 熟 的 树 突 状 细胞 与 奶牛 乳房 炎 病 原 菌 共 


培养 提供 素材 ， 这 将 为 利用 细胞 免疫 疗法 治疗 奶牛 乳房 炎 提供 细胞 模型 。 


1 材料 与 方法 


42 


43 


44 


45 


46 


47 


48 


49 


50 


51 


52 


53 


54 


55 


56 


57 


58 


59 


60 


61 


62 


63 


1.1 材料 


对 3 头 荷 斯 坦 奶 牛 进行 颈 静 肪 采血， 转移 至 无 菌 肝 素 钠 抗 凝 管 中 放 冰 上 ， 芯 即 带 回 实 


验 室 .RPMI1640 完 全 培养 基 和 澳洲 胎 牛 血清 均 购 自 Gibco 公司 ;100 U/mL 青霉素 .100 pg/mL 


EERIK Sigma 公司 ; GM-CSF 和 IL-4 均 购 自 Kingfisher 公司 ; 淋巴 细胞 分 离 液 购 自 


Cedarlane AF]; 2- 和 琉 基 乙醇 (2-ME) 购 自 Amresco 公司 ; CD1lc、CD14、MHCIL、CD40、 


CD80、CD86 以 及 Isotype Control lgG1、lgM 和 lgG2a 均 是 鼠 源 单 克隆 抗体 (1:50),， 均 购 自 


University of Washington; PerCP-Rat Anti-Mouse IgG1(1:4) 购 自 BD 公司 ;PE-Goat Anti-Mouse 


IgM 和 FITC-Goat Anti-Mouse IgG 2a (1:50) 均 购 自 Southern Biotech 公司 。 


m- 


1.2. ”奶牛 外 周 血 单 核 细 胞 的 获得 


对 奶牛 静脉 采血 20 mL 至 肝素 钠 抗 凝 管 


中 ， 用 含有 100 U/mL 青霉素 和 100 ug/mL BER 


素 磷 酸 盐 缓冲 液 (PBS) 进行 1:1 稀释 外 周 血 ， 总 体积 40 mL。 加 淋巴 细胞 分 离 液 到 SO mL 


离心 管 底部 ， 然 后 缓慢 加 入 稀释 的 奶牛 静脉 血 至 淋巴 细胞 分 离 液 表 面 ，2 000/min 条 件 下 离 


Ò 30 min。 离 心 之 后 ， 细 胞 将 分 层 ， 依 次 是 血清 和 稀释 液 层 、 淋 巴 细胞 层 、 淋 巴 细胞 分 离 


ANS 


液 层 、 血 


胞 和 粒 细胞 层 。 转 移 淋巴 细胞 层 到 新 的 50 mL 移 液 管 中 。 加 PBS 至 总 体积 40 mL. 


2 000/min 条 件 下 离心 10 min, FEW. H 800 uL 红细胞 裂解 液 悬 浮 细胞 ， 然 后 再 加 红细胞 


裂解 液 至 总 体积 20 mL, ESRB 5 min。2 000/min 条 件 下 离心 10 min， 倒 掉 上 清 。 加 800 


uL PBS 悬浮 细胞 ， 然 后 再 加 PBS 至 总 体积 


40 mL，2 000/min 条 件 下 离心 10 min， 弃 上 清 。 


加 1 mL 的 PBS 悬浮 细胞 ,将 4 管 1 mL 


胞 全 部 转移 至 15 mL 离心 管 中 ， 冰 上 保存 。80 


倍 稀释 细胞 ， 计 数 。 


1.8. 奶牛 外 周 血 树 突 状 细胞 的 分 化 诱导 


GM-CSF. 50 ng/mL IL-4, 0.5 mol/L 2-ME. 


通过 细胞 计数 ， 取 107 个 细胞 加 至 6 孔 板 ， 每 孔 加 入 3 mL 的 含有 终 浓度 为 50 ng/mL 


100 U/mL 青霉素 和 100 ug/mL 链 霉 素 ，37 °C. 
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64 590 CO 培养 箱 旷 育 3 d。 之 后 ， 从 培养 基 项 部 吸 弃 适量 的 塔 养 基 ， 然 后 再 补 加 上 述 培养 基 。 


65 ”培养 至 第 7 天 ， 收 获 细胞 ， 进 行 流 式 分 析 。 培 养 的 6d 内 ， 每 天 通过 显微镜 观察 细胞 形态 


66 14 奶牛 树 突 状 细胞 表 型 的 鉴定 


67 取 105 诱 导 细 胞 悬 液 加 入 1.5 mL 指 形 管 ,2 000/min 条 件 下 离心 3 min 弃 上 清 ,100 uL PBS 


es ”悬浮 细胞 ， 加 50 uL 的 一 抗 ， 总 体积 150 uL, 4°CHA 30 min, # FHKE 4 °C. 2 000/min 条 


69 ” 件 下 离心 3 min 弃 上 清 ， 重 复 3 次 。 再 加 对 应 于 PerCP-Rat Anti-Mouse IgGl. PE-Goat 


T 


70 X Anti-Mouse IgM fill FITC-Goat Anti-Mouse IgG 各 自 二 抗 ,4 °C A 30 min, 4 °C、2 000/min 


71 ”条 件 下 离心 3 min, 弃 上 清 , 重复 3 次 , 通过 FACS Aria 流 式 细胞 仪 检测 树 突 状 细胞 的 表 型 。 


72 ”对 于 每 个 样品 都 加 入 Isotype Control 一 抗 ， 进 行 同型 对 照 ， 以 消除 非特 异性 火光 的 差异 。 


73 2 结 HW 


74 24 奶牛 外 周 血 树 突 状 细 胞 形态 鉴定 


75 由 图 1 可 知 ， 外 周 血 单 核 细胞 接种 第 1 天 《接种 2 h 之 后 )， 细 胞 开始 贴 壁 ， 但 是 细胞 


76 贴 壁 不 牢 。 细 胞 上 清 液 中 仍然 有 大 量 的 悬浮 细胞 ， 这 些 细胞 大 部 分 为 工 细 胞 和 B 细胞 。 加 


77 A GM-CSF Fil IL-4 细胞 因子 之 后 ， 单 核 细 胞 开始 被 分 化 。 第 2 天 ， 一 些 细胞 表面 可 以 生长 


78 ”出 刺 突 并 伴随 着 伪 足 的 生长 。 第 3 天 ， 细 胞 表面 的 刺 突 和 伪 足 越 来 越 多 。 第 4、5 天 ， 一 些 


79 ” 带 有 刺 突 和 伪 足 的 细胞 开始 聚集 和 融合 。 第 6 天 ,显微镜 下 具有 典型 的 树 突 状 细胞 的 形态 特 


80 ” 征 , 细胞 表面 的 刺 突 更 加 明显 ,一 些 形态 开始 向 周围 延伸 。 一 些 细胞 体积 变 大 ,细胞 表面 有 


81 “许多 树 突 ， 呈 长 短 、 大 小 不 一 的 树枝 状 ， 有 的 突起 较 直 ， 有 的 较 弯 曲 并 且 受 加 在 一 起 形成 较 


82 ”大 突起 。 同 时 ， 少 部 分 细胞 开始 衰老 并 开始 脱落 。 
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图 1 诱导 过 程 中 树 突 状 细胞 的 形态 


Fig.l The morphology of induced dendritic cells in process (10x) 


22 奶牛 树 突 状 细胞 表 型 鉴定 


由 图 2 和 图 3 可 知 , 贴 壁 的 单 核 细胞 经 过 GM-CSF 和 IL-4 细胞 因子 6 d 诱导 之 后 ,CD14 


阳性 表达 细胞 占 诱 导 细胞 的 6.8%, SAT, CDlic 阳性 表达 细胞 占 诱 导 细 胞 的 65.0%, MHC 


开 阳 性 表达 细胞 占 诱 导 细 胞 的 75.9%。 结 果 表 明 ， 刚 开始 贴 壁 的 单 核 细胞 已 大 部 分 被 诱导 关 


We 


树 突 状 细胞 。 然而， 树 突 状 细胞 在 体内 有 2 种 状态 。 一般 情 况 下 ， 树 突 状 细胞 在 体内 呈现 为 


成 熟 状 态 ,在 血液 中 监视 外 来 入 侵 者 , 一 旦 发 现 体 内 有 外 来 入 侵 抗 原 ， 成熟 细胞 立刻 启动 免 


疫 应 答 ,此 时 未 成 熟 的 树 突 状 细胞 变 为 成 熟 的 树 突 状 细胞 。 鉴定 树 突 状 细胞 是 否 成 熟 的 表面 


标志 抗原 为 CD80 和 CD86. HA 4 可 知 ，CD80 和 CD86 表面 抗原 分 子 阳性 表达 细胞 占 诱 


导 细 胞 的 分 别 占 诱导 细胞 2.0% 和 1.2%， 说 明 诱导 的 树 突 状 细胞 呈现 未 成 熟 状 态 ， 此 时 ， 它 


能 高 效 地 摄取 、 加 工 处 理 抗原 。 同 时 ， 示 成熟 树 突 状 细胞 上 共有 较 强 的 迁移 能 力 。 然 而 ， 成 熟 


树 突 状 细胞 能 有 效 激活 初始 型 细胞 ， 处 于 启动 、 调 控 和 维持 体内 自身 免疫 应 答 。 
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101 图 3 CD14, CDi lc 和 MHC I 了 I 阳性 表达 细胞 


5 诱导 细胞 的 比例 
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102 Fig.3 The percentage of CD14, CD11c and MHCII positively expressed cells in induced cells 
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图 4 CD80 和 CD86 占 阳 性 表达 细胞 诱导 细胞 的 比例 


Fig.4 The percentage of CD80 and CD86 positively expressed cells in induced cells 


3 Ww ie 


3.1. 奶牛 树 突 状 细胞 的 培养 和 形态 分 析 


树 突 状 细胞 是 由 加 拿 大 科学 家 斯 塔 曼 于 1973 年 发 现 的 ， 是 目前 所 知 的 功能 最 强 的 抗原 


Ho 


提 


细胞 ， 由 于 其 形态 伸 出 许多 树 突 样 或 伪 足 样 刺 突 而 得 名 名。 同时 ， 它 对 诱导 初次 免疫 应 


L 


答 具有 独特 的 功能 ， 未 成 熟 的 树 突 状 细胞 在 对 抗原 的 摄取 、 加 工 和 处 理 具 有 很 强 的 作用 ,成 


熟 的 树 突 状 细胞 对 抗原 的 摄取 和 加 工 则 减弱 外 。 由 于 它 在 机 体 的 细胞 免疫 及 唯一 能 够 激活 初 


始 型 T 细胞 免疫 应 答 中 的 作用 而 成 为 研究 治疗 疾病 重要 手段 之 一 。 然 而 ， 树 突 状 细胞 在 畜 


牧 领域 中 研究 较 少 , 尤其 是 利用 树 突 状 细胞 来 治疗 奶牛 乳房 炎 未 见报 道 。 奶 牛乳 房 炎 一 直 是 


困扰 着 奶 业 发 展 重要 阻碍 之 一 。 目 前 ， 治 疗 奶牛 乳房 炎 一 般 是 利用 大 量 的 抗生素 进行 治疗 ， 


这 样 病原 菌 会 对 抗生素 产生 耐 药性 。 更 为 重要 的 是 奶牛 乳腺 所 产 的 奶 中 也 会 有 抗生素 残留 ， 


从 而 给 人 类 健康 带 来 不 利 影响 。Guermonprez 等 "I 利用 树 突 状 细胞 与 症 原 虫 感染 期 间 能 够 激 


活 工 细胞 的 免疫 应 答 ， 从 而 有 效 地 抑制 了 疙 原虫 的 生长 。Schreiner 等 四 利用 金黄 色 和 葡萄 球 戎 
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118 ”的 茶 酚 肽 能 够 调节 树 突 状 细胞 的 功能 并 在 体外 活化 初始 型 调节 性 T 细胞 。Lei 等 59 利用 树 突 


119 ” 状 细 胞 与 分 收 杆 菌 亚 种 类 结核 在 体外 共 培 养 并 感染 树 突 状 细胞 , 发 现 被 类 结核 感染 的 奶牛 树 


120 ” 突 状 细胞 的 功能 和 活性 受 损 , 结果 表明 类 结核 感染 的 树 突 状 细胞 将 限制 树 突 状 细胞 的 表 型 和 


121 ”功能 。Cruz-Adalia 等 0 在 研究 小 鼠 树 突 状 细胞 俘获 抗原 并 呈 递 给 T 细胞 ， 最 终 工 细胞 能 够 


122 杀 死 细菌 和 给 予 小 鼠 免 疫 保护 。 树 突 状 细胞 起 源 于 造血 干细胞 主要 来 源 于 2 条 途径 : 骨髓 样 


123 ”干细胞 在 GM-CSF 和 IL-4 的 刺激 下 分 化 为 树 突 状 细胞 ， 称 为 骨髓 样 树 突 状 细胞 ， 它 与 单 核 


124 ”细胞 和 粒 细胞 有 共同 的 前 体 细胞 , 包括 朗 格 汉 斯 细胞 、 表皮 树 突 状 细 胞 以 及 单 核 细 胞 分 化 而 


二。 ”125 ”来 的 树 突 状 细胞 。 其次， 是 来 源 于 淋巴 样 干细胞 ， 称 为 淋巴 样 树 突 状 细胞 02。 它 与 T 细胞 


126 ”和 自然 杀伤 细胞 有 共同 的 前 体 细胞 ,在 体内 外 周 血 中 树 突 状 细胞 数量 不 足 外 周 血 单 核 细 胞 的 


127 ”1%, 然 而 ,表面 具有 丰富 的 抗原 递 呈 分 子 MHC I 和 MHCII 以 及 共 刺 激 因 子 CD40、CD40L、 


am 128 CD80 和 CD86, JÉZIBESEAWIHRpDUSUÉ EAS. (Hii. PE A EEE A SRA 


m 129 ”形态 和 功能 也 不 尽 相 同 。 本 试验 结果 表明 诱导 的 树 突 状 细胞 在 第 6 天 时 ,显微镜 下 呈现 典型 


130 WREN 


NS 


态 特 征 ， 细 胞 表面 的 刺 突 明显 ， 表 明细 胞 膜 表 明 具 有 大 量 的 捕获 抗原 的 受 体 。 


131 ”3.2 奶牛 树 突 状 细胞 鉴定 


132 通过 单 核 细 胞 添加 GM-CSF 和 IL-4 细胞 因子 在 体外 获得 树 突 状 细胞 是 最 好 的 选择 。 然 


133 而， 从 骨髓 和 外 周 血 来 源 的 树 突 状 细 胞 的 表 型 并 不 一 致 。Borkowski 等 (和 Galy 等 0 指出 


134 “人 和 小 鼠 的 树 突 状 细胞 存在 2 种 不 同 的 世系 , 即 艇 系 和 淋巴 系 的 树 突 状 细胞 。 本 试验 的 结果 


135 ”表明 ， 从 外 周 血 单 核 细 胞 诱导 获得 的 树 突 状 细胞 的 表 型 为 CDIIc*/CDI14'. Miyazawa SEUS 


136 ”在 奶牛 外 周 血 的 树 突 状 细胞 表 型 研究 中 ， 得 出 奶牛 外 周 血 来 源 的 树 突 状 细胞 表 型 为 


137 CD11lc*/CD172A+， 从 鉴定 的 表 型 显示 此 树 突 状 细胞 为 髓 样 树 突 状 细胞 。 来 自 于 胸腺 的 奶牛 


138 ” 树 突 状 细胞 表 型 为 CD11/CD172Aa+， 进 一 步 表 明 髓 样 的 树 突 状 细胞 缺乏 CD1 分 子 。 在 小 鼠 


139 ”来 源 的 外 周 血 树 突 状 细胞 中 也 被 报道 都 表达 CD11c 分 子 09。Renjifo 等 (7 在 奶牛 外 周 血 中 也 


HAFIJ 


ChinaXiv 合 作 其 


140 ”能 检测 到 外 周 血 树 突 状 细胞 表达 CD1 1c 分 子 。 这 些 结果 表明 ，CD1llc+ 能 够 作为 外 周 血 树 突 


141 ， 状 细胞 表 型 标志 。 一 般 来 说 ， 具 有 功能 的 树 突 状 细胞 是 具有 能 够 激活 初始 型 T 细胞 和 初始 


142 ”型 免疫 反应 。 树 突 状 细胞 在 黏膜 免疫 系统 具有 重要 的 作用 ,如 肠 道 黏膜 和 乳腺 组 织 经 常 受到 


143 ”外 来 病原 菌 的 攻击 nH， 尤其 奶牛 乳腺 受到 病原 菌 的 感染 之 后 ， 引 起 乳腺 组 织 局 部 红肿 ， 这 


144 ”是 由 于 大 量 的 淋巴 细胞 和 细胞 因子 迁移 至 乳腺 感染 部 位 进行 免疫 应 答 所 产生 的 生理 反应 。 乳 


145 腺 受到 细菌 感 染 之 后 ， 首 先 ， 定居 在 乳腺 组 织 的 淋巴 细胞 ， 如 树 突 状 细胞 和 上 自然 杀伤 细胞 爷 


146 ” 获 抗原 ， 立 即 启动 免疫 应 答 来 杀伤 病原 菌 。 同 时， 乳腺 上 皮 细 胞 也 遭 到 细菌 致命 的 损坏 ， 最 


T 147 ” 终 , 引起 奶牛 乳房 炎 导 致 产 奶 量 下降 ,。 因 此 ,营养 与 免疫 的 结合 对 于 畜牧 发 展 产 生 深远 影响 。 


M 


148 ”尤其 是 近来 树 突 状 


胞 对 外 来 抗原 的 俘获 ` 加 工 并 呈 递 至 淋巴 结 的 工 细胞 区 进行 杀伤 作用 。 


149 本 试验 研究 结果 表明 在 体外 通过 外 周 血 单 核 细 胞 诱导 的 树 突 状 细胞 的 表 型 为 


= 150 ”CD1lcVCD14VCD80VCD86， 为 典型 的 未 成 熟 的 树 突 状 细 胞 ， 因 此 ， 可 作为 细胞 免疫 疗法 的 


151 ”细胞 素材 来 治疗 奶牛 乳房 炎 。 


152 4 结 论 


153 QD 通 过 6d 对 外 周 血 单 核 细 胞 诱导 树 突 状 细胞 的 体外 培养 , 细胞 表面 含有 大 量 清晰 可 见 


c 154 ”的 刺 突 ， 同 时 ， 细 胞 向 外 围 延 伸 并 长 出 树 校 的 伪 足 。 


155 @ 通 过 流 式 检测 诱导 细胞 的 表 型 ， 得 出 CDI4. CD1 1c. MHC II 阳性 表达 细胞 分 别 占 诱 


156 ” 导 细 胞 的 6.8%、65.0%、75.9%,CD80 和 CD86 阳性 表达 细胞 分 别 占 诱导 细胞 的 2.0% 和 1.2%， 


157 ”表明 单 核 细胞 已 被 诱导 为 树 突 状 细胞 且 是 未 成 熟 的 树 突 状 台 


胞 。 


158 @@ 采 用 奶牛 外 周 血 单 核 细胞 经 体外 诱导 能 够 获得 一 定 纯度 的 奶牛 树 突 状 细胞 。 
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(College of Animal Science and Technology, Yangzhou University, Yangzhou 225009, China) 
Abstract: This study aimed to induce bovine peripheral blood monocyte derived dendritic cell by 
granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) and interleukin-4 (IL-4) cytokines, 
which could lay foundation and provide cell model for dairy cow mastitis treatment using cell 
immunotherapy. The bovine peripheral blood monocyte was acquired by lymphocyte separation 
medium and seeded in 6-proe plate to culture for 2 h. Then, suspended cells containing an amount 
of B and T cells were discarded, and adherent cells were mostly monocyte. The cells were washed 
for 5 times using phosphate buffer, and 2 mL culture medium containing GM-CSF and IL-4 
cytokines was added to culture for 3 d. After that, 1.4 mL culture medium was discard from 
medium top, and 1.8 mL culture medium containing GM-CSF and IL-4 was added to culture for 
another 3 d. The cell was observed under microscope every day. On days 7, the cells were 
harvested to detect CD11c, CD14, major histocompatibility complex II (MHCII), CD40, CD80 
and CD86 molecules by flow cytometry. The result showed as follows: 1) on days 2, some of the 
cells started to extend spikes and accompanied by pseudopodia stretching. On days 3, the spikes 
and pseudopodia grew more and more. On days 4 and 5, cells with spikes and pseudopodia started 
aggregation and fusion. On days6, most of monocytes were derived to dendritic cells, on which 
plenty of spikes and pseudopodia could be clearly seen. 2) CD14, CD11c, MHC II, CD80 and 
CD86 positively expressed cells accounts for 6.896, 65.096, 75.996, 2.096 and 1.296 of induced 
cells by flow cytometry. In conclusion, bovine peripheral blood monocytes can be derived to 


dendritic cells with certain purity. 
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